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(57) Abstract 

A method for revealing the presence or absence of a particular microorganism strain in a medium, wherein at least one strain enzyme 
substrate chromogen and at least one compound selected from a nigh-concentration carbohydrate are added to the culture medium so mat 
a derived colour differing from the basic colour of the chromophobe is obtained once the chromogen has been hydrolysed. 

(57) Abrege 

La presente invention concerne un proceed de mise en evidence de la presence ou de 1* absence d'une soucfae de microorganisme 
partieuliere dans un milieu, caractense' en ce qu'on introduit dans le milieu de culture au moins un chromogene substrat d'une enzyme de la 
souche et an moins un compose* choisi parmi un hydrate de carbone a concentration eUevee, afin d f obtenir apres hydrolyse du chromogene 
une couleur derivee different© de la couleur de base du chromophore. 
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M Proc6d£ ^identification de microorganismes avec un mili eu supple- 
ments en hydrate de carbone" 

La presente invention concerne un procede de mise en evidence de la 
presence ou de Pabsence d'une souche de microorganisme particultere dans un 
milieu de culture. 

La detection de microorganisme est tr6s importante notamment 
5 dans Undustrie alimentaire, au niveau du controle des eaux ou en medecine, 
sachant que ces microorganismes peu vent non seulement se reveler etre des 
agents pathogfcnes, mais egalement consister en des agents mettant en* 
Evidence certains types de contaminations. 

Differents precedes permettent de mettre en Evidence la presence de 
1 0 microorganismes, dans un milieu quelconque, consistant k prelever un echan til- 
ion du milieu considere, puis k favoriser le developpement des microorganismes 
presents par culture sur ou dans un milieu approprte. 

De mani&re k simplifier la mise en evidence des microorganismes 
presents, il a 6t6 propose d'utiliser dans le milieu de detection des composes 
15 colorts dont la presence est caracteristique d'un microorganisme donne. 

La coloration est souvent rtvdlatrice d'une activite enzymatique iiee 
au microorganisme considere, et le r^sultat de cette activite peut resulter en 
une modification du pH du milieu, mise en Evidence par un indicateur colore 
(EP-A-0 395 532), ou encore en la liberation d'un compose chromophore ou 
20 fluorophore (FR-A-2 684 1 10). 

Les chromophores ou fluorophores sont des composes ggneralement 
obtenus par hydrolyse enzymatique de composes chromog^nes ou fluorog&nes 
correspondants, presents dans le milieu de culture. 

Les fluorophores 6mettent un rayonnement caracteristique par 
25 fluorescence. 

Les composes chromophores sont caract£ris£s par une couleur 
dune longueur d'onde domin ante . 

Parmi les composes chromophores connus, on notera notamment 
les d6riv6s de l'indoxyle, de l'hydroquinoline ou encore les derives naphtoiques, 
30 ou les d£riv£s du naphtyle et du phenyie. 

De mani&re k diffdrencier deux genres de microorganismes differents 
dans un milieu de culture, il a memo 4t6 propose d'introduire deux agents 
chromogfenes, chacun lib^rant un compost chromophore d'une couleur caracte- 
ristique de la presence d'un microorganisme particulier (US-A-5 210 022). 
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Bien que Pensemble de ces milieux soit performant pour la detection 
de microorganismes d'un genre specifique, comme par exemple Salmonella. 
Candida ou E.coli. et leur distinction panni d'autres esp&ces, ils ne permettent 
toutefois pas la detection d'un grand nombre de microorganismes de genres 
5 differents sur un meme milieu de culture, ou encore parmi les microorganismes 
d'un meme genre la differentiation des especes pathogfcnes des autres. 

Une telle distinction parait d'autant plus importante pour certaines 
especes de levures comme Candida albicans qui est responsable de plus de 50% 
des pathologies lides aux ievures. 

10 Or, il a 6t6 trouve d'une manifcre inattendue que Ton pouvait remg- 

dier k ces inconv^nients en introduisant dans le milieu de culture au moins un 
chromogfene substrat d'une enzyme de la souche et au moins un compose choisi 
parmi un hydrate de carbone k concentration elevee, afin d'obtenir une couleur 
d6riv6e diffgrente de la couleur de base du chromophore. 

15 Par couleur ddriv^e, on entend toute couleur dont la longueur d'onde 

dominante difffere de la longueur d'onde dominante des chromophores liberes 
par les chromog&nes presents dans le milieu de culture pris isolement dans un 
milieu standard. 

Par mili eu standard, on entend tout milieu usuel d'identification dans 
20 lequel l'hydrate de carbone a une simple fonction de source de carbone, k des 
concentrations tcks faibles, voire nulle, ou il est consider^ que de telles concen- 
trations permettent d'6viter tout effet inducteur qui modifierait d'une maniere 
incontrol^e le comportement des microorganismes et induirait des erreurs dans 
Identification des microorganismes consid6r6s. 
25 La longueur d'onde dominante du chromophore pourra etre calculee 

en reference h la lumtere du jour, telle que d£finie par la CIE (Commission 
Internationale de PEnergie) comme illuminant D65, k partir de toute m&hode 
standard de mesure de couleur d'objet, en particulier avec un spectrocoiorimfc- 
tre. 

30 La prdsente invention concerne done un proc6d6 de mise en evidence 

de la presence ou de 1'absence d'une souche de microorganisme particuli&re 
dans un mili eu, caract6ris6 en ce qu'on introduit dans le milieu de culture au 
moins un chromog&ne substrat d'une enzyme de la souche et au moins un 
compost choisi parmi un hydrate de carbone k concentration elevee, afin 
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d'obtenir aprfes hydrolyse du chromog&ne une couleur differente de la couleur de 
base du chromophore. 

Le milieu est avantageusement un milieu k base de peptone. 

Par hydrate de carbone, on entend selon l'invention, Pensemble des 
5 sucres naturels ou non, en particulier les oses, notamment pentoses ou 
hexoses, de preference le glucose. 

La concentration elevee en hydrate de carbone est de Tordre de 10 a 
30 g/lde milieu. 

Par ailleurs, il a ete egalement constats que l'adjonction d'un 
10 phosphate k concentration elevee, lorsque Pune des enzymes est la phospha- 
tase, permettait d'augmenter le nombre de couleurs derivees susceptibles 
d'etre obtenues par le procede selon PinventioiL 

En consequence, la presente invention concerne un procede tel que 
defini precedemment, dans lequel le milieu de culture comprend une concentra- 
15 tion elevee en phosphate, de preference comprise entre 1 et 3g/l. 

Les chromog&nes sont notamment substrats des enzymes suivan- 

tes: B-galactosidase, B-glucuronidase, B-glucosidase, a-glucosidase, a- galacto- 

sidase, phosphatase, N-acetyl-B-gluconidase, N-acetyl-B-galactosidase, 

a-mannosidase, sulfatase, esterase, lipase et peptidase. 
20 Le milieu comprend avantageusement au moins deux chromogenes, 

en particulier choisis parmi les composes d'une meme famille chimique, de 

preference parmi ceux qui libfcrent par hydrolyse deux chromophores differents 

qui peuvent subir une reaction de couplage. 

Par reaction de couplage, on entend toute interaction physico- 
25 chimique par laquelle la longueur d'onde dominante resultante est differente de 

la longueur d'onde dominante du melange des deux chromophores pris isole- 

ment. 

D'une manifcre preferentielle, les chromogenes sont de la famille des 
indoxyles, en particulier des derives indoxyie alkyies, halogenes ou dihalogenes. 
30 Parmi les chromophores derives de l'indoxyle preferes, on trouve les 

derives indoxyie, bromo-indoxyle, chloro-indoxyle, dichloro-indoxyle, chloro- 
bromo-indoxyle, tri-chloro-indoxyle et methyi-indoxyle, en particulier les derives 
suivants: 6-chloro- indoxyie, 5-bromo-indoxyle, 3-bromo- indoxyie, 4,6-dichloro- 
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indoxyle, 6,7-dichloro-indoxyle, 5-bromo-4-chloro-indoxyle, 5-bromo-6-chloro- 
indoxyle ou 4,6,7-trichloro-indoxyle. 

Par microorganisme dont la presence ou l'absence est mise en 
evidence par le precede selon l'invention, on entendra lea levures, les champi- 
5 gnons unicellulaires ou moisissures et les bacteries. 

Le precede" selon l'invention est particulierement adapte pour la 
mise en Evidence de la presence ou l'absence des levures du genre Candida, en 
particulier Candida albicans et Candida tropicalis. 

De meme, panni les bacteries dont la presence ou l'absence est 
10 susceptible d'etre mise en evidence par le precede selon l'invention, on trouve 
notamment les bacteries du genre Streptococcus. Klebsiella, Enterobacter, 
Escherichia. Citrobacter. Staphylococcus. Listeria . Clostridium ou Proteus . 

Les exemples ci-apres permettent d'illustrer le precede selon 
l'invention sans toutefois chercher a en limiter la portee. 

15 
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Tableau I : Exemples de coloration d6riv6es 
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Chromogfene 


Milieu en g/1 
Agar 15 Agar 15 
Na C15 Peptone 10 
Peptone 5 Glucose 20 
Extrait de viande 1 


10 


SBromo 4Chloro 3Indoxyl 
N acetyl glucosaminide 0,100 


bleudtre 


vertclair ** 




SBromo 6Chloro 3Indoxyl 
N acetyl glucosaminide 0,100 


' rougeatre 


beige clair ** 


15 


SBromo 4Chloro 3Indoxyl 
phosphate 0,100 


bleudtre 


vert clair ** 


20 


SBromo 6Chloro 3Indoxyl 
phosphate 0,100 


rougeatre 


beige clair ** 


6Chloro3Indoxyl 
phosphate 0£00 


rosdtre 


blanchdtre ** 



**couleurd6riv£e 

25 

Tableau II : Exemples de coloration selon l'invention pour des 
esp feces varices de levure 



Milieux de culture : les milieux suivants ont 6te prepares pour la mise en oeuvre 
30 du proc6d6 selon l'invention. 

A (g/1) : (comparatif) agar (15), peptone (5), extrait de levure (2), extrait 

de viande (1), NaCl (5), 5-bromo-4-chloro*3-indoxyl-N-acetyl- 
glucosaminide (0,1) . 
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B(g/1) : agar (15), peptone (10), glucose (20), 5-bromo-4-c hloro-3- 

indoxyl-N-acetyl-glucosamine (0,1) 
C (g/1) : agar ( 15), peptone (5), glucose (20), phosphate (2), 5«bromo-4- 
chloro-3-indoxyl-N-acetyl-glucosaminide (0,1) , 5-bromo-6- 
5 chioro-3-indoxyl-phosphate (0,1). 



20 





A 


B 


C 


Candida albicans 


bleudtre 


vert ** 


vert-bleu** 


Candida glabrata 


incolore 


incolore 


rose-violet** 


Candida guilliermondii 






rose-violet pale** 


Candida krusei 






rose-violet** 


Candida lusitaniae 






rose-violet pdle* * 


Candida parapsilosis 






blanche-grise** 


Candida tropicalis 


bleudtre 


bleudtre 


bleu-metallique* 
(avechalo) 


Cryptococcus neoformans 






blanche-rose** 


Trichosporon beigelii 






rose-grise** 



* tierce couleur, ** couleur d&iv6e 



Les rgsultats ci-dessus montrent que Tadjonction de glucose et de phosphate 
permet d'Slargir la gamme de couleurs disponibles pour un me me milieu, 
25 pennettant ici de distinguer sept espfeces differentes, et en particulier de 
rep6rer finndida albicans sans ambiguity. 
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REVINDICATIONS 

1) Precede de mise en Evidence de la presence ou de 1'absence d'une 
souche de microorganisme particuli&re dans un milieu, caracterisd en ce qu'on 
introduit dans le milieu de culture au moins un chromogene substrat d'une 

5 enzyme de la souche et au moins un compost choisi parmi un hydrate de 
carbone k concentration <§lev6e, afin d'obtenir aprfcs hydrolyse du chromogene 
une couleur d6riv6e differente de la couleur de base du chromophore. 

2) Procede selon la revendication 1, caracterisS en ce que le milieu est 

un milieu k base de peptone. 
10 3) Proc6d6 selon Time des revendications 1 et 2, caractdris^ en ce que la 

concentration en hydrate de carbone est de Pordre de 10 k 30 g/l 

4) Proc6d6 selon Tune des revendications 1 & 3, caracterise en ce que le 
milieu comprend une concentration 6levee en phosphate. 

5) Proc6d6 selon la revendication 4, caracterisS en ce que la concentra- 
15 tion en phosphate est compris entre 1 et 3 g/l. 

6) Proc6d6 selon Tune des revendications 1 k 5, caract&is<§ en ce que le 
milieu contient au moins deux chromog&nes. 

7) Proc6d6 selon Tune des revendications 1 k 6, caract6ris6 en ce que les 
chromog&nes sont des composes de la meme famille chimique. 

20 8) Proc6d6 selon Time des revendications 1 k 7, caracterise en ce que les 

deux chromogenes liberent par hydrolyse deux chromophores diffSrents qui 
peuvent subir une reaction de couplage. 

9) Proc6d6 selon Tune des revendications 1 k 8, caract&is6 en ce que les 
chromogfcnes sont de la famille des indoxyles, en particulier des d6riv6s indoxyle 

25 alkyl£s, halogSnds ou dihalogenes. 

10) Proc6d6 selon Time des revendications 1 & 9, caract£ris6 en ce que 
le chromophore est choisi parmi les d6riv<§s indoxyle, bromo-indoxyie, chloro- 
indoxyle,dichloro-indoxyle,cM>^ et methyl- 
indoxyle, en particulier les derives suivants: 6-chloro-indoxyle, 5-bromo- 

30 indoxyle, 3-bromo-indoxyle, 4,6-dichloro-indoxyle, 6,7-dichloro-indoxyle, 5- 
bromo-4-chloro-indoxyle, 5-bromo-6-chloro-indoxyie ou 4,6,7-tridiloro-indoxyle. 

11) ProcddS selon Time des revendications 1 k 10, caracterise en ce 
que les microorganismes sont des levures. 
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12) ProcedS selon la revendication 10, caracterise en ce que les 
1 levures sont du genre Candida . 

13) Precede selon Tune des revendications 1 a 10 f caracterise en ce 
que les microorganismes sont des bacteries. 

5 14) Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que les 

bacteries sont du genre Streptococcus, Klebsiella. Enterobacter. Escherichia. 
Citrobacter. Staphylococcus . Listeria, Clostridium ou Proteus. 
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Base de donates electroniquc consultee au court dc la recherche intemationale (nom de la base de donnecs, et si eel a est realisable, tcrmes de recherche 



C DOCUMENTS OONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categoric * Identification des documents cites, avec, le cas echeant, indication des 



pertinents 



no. des revendtcations vtsecs 



W0.A.92 12259 (BIO MERIEUX) 23 Juillet 
1992 

voir page 5, ligne 21 - page 6, ligne 19; 
revendications 1-22 
voir revendications 1-22 
voir le document en entier 

DE.A.27 17 978 (MCDONNELL DOUGLAS CORP.) 

17 Novembre 1977 

voir revendications 1-20 

voir le document en entier 

-/- 



1-3 

1-5,13 
1-14 

1-5,13 
1-14 



suite du cadre C pour la On de la liste des documents 



La rVKtimfnt* dc families de brevets sent indiqucs en annexe 



* Categories special es de documents cites: 

"A" document defraissant i'etat general dc la technique, non 

conndere comme partculiercment pertinent 
*E* document enterieur, mais pumie A la date de depot international 

ou apres cette date 
X* document pouvant jeter un doute sur une revendication dc 

priori te ou cite pour determiner la date de publication dune 

autre citation ou pour une raison special c (telle qu'indiquec) 
'O* document se referant A une divulgation orale, a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyera 
*P* document pubhe avant la date de depot international, mais 

posterieuremcnt a la date dc priority revendiquee 



document ulterieur publie apres U date de depot international ou la 
date de prion te ct n'appartene n ant pas a retat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le pnnapc 
ou la tneorie constituant La base de rinvention 

document particuUerernent pertinent; rinvention revendiquee ne peut 
etre conaoeree comme nouvellc ou comme impli quant une activite 
inventive par rapport au document considerc isolement 
document particuliercment pertinent; rinvention revendiquee 
ne peut etre considerec comme impli quant une activite inventive 
tarique lc document est assodc a un ou plusieurs autres 
documents de merae nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personnc du metier 

document qui fait parte de la meme faroillc de brevets 
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Don. Internationale No 
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C(suite) DOCUMENTS CONSIDERS COMME PERTINENTS 



Categoric * Identification des documents cites, avee, le cas ccheant, I'indication des passages pertinents 



W0.A.90 12888 (BJI0C0NTR0L SYSTEMS, 
INCORPORATED) 1 Novembre 1990 
voir page 3, ligne 8 - page 4, ligne 36; 
exemple 1 

voir page 7, Hgne 36 - page 8, ligne 26 
voir page 12, ligne 13 - page 13, ligne 2 
voir page 11, ligne 27 - ligne 32 
voir le document en entier 

EP.A.O 065 137 (TAKEUCHI, MITSUHARU ET 
AL.) 24 Novembre 1982 
voir tableau 1 

US.A.5 210 022 (JONATHAN N. ROTH; WILFRED 

J. FERGUSON) 11 Mai 1993 

cite dans la demande 

voir le document en entier 

voir le document en entier 

cit£ dans la demande 

FR,A,2 684 110 (BIO MERIEUX) 21 Mai 1993 

cite dans la demande 

voir le document en entier 

voir le document en entier 

cite dans la demande 

EP,A,0 395 532 (EUREC) 31 Octobre 1990 
cite dans la demande 
voir le document en entier 
voir le document en entier 
cite dans la demande 



1-5,13, 
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1-14 
1-5 



1-5,13, 
14 



1-14 
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Rensrignements relatift aux membrcs de femflles de brevets 



Dcm £ Internationale No 

PCT/FR 94/00957 



Document brevet cite 


L/ue oe 


Membrefs) de la 


Date de 


ui rapport de recherche 


• pub&CAtIO D 


famille de brevets) 


publication 


W0-A-921??59 


23-07-92 


CD—A— 

rK A 


cO/ 1JLUU 


03-07-92 






EP-A- 


0516817 


09-12-92 


DE-A-2717978 


17-11-77 


1P-A- 
ur a 


59134012 


09-11-77 


W0-A-90 12888 


01-11-90 


au-b- 


639237 


22-07-93 




AU-A- 


5655290 


16-11-90 






CA-A- 


2062753 


28-10-90 






EP-A- 


0470172 


1 O AO AO 

12-02-92 






ID— T— 

Jr 1 




27-08-92 


EP-A-0065137 


24-11-82 


JP-C- 


1644433 


28-02-92 






ID— Q— 
Jr-D- 


OUUO/ JO 


30-01-91 






1D— A — 

Jr-A- 




22-11-82 


IK-A-WlflO?? 

U«J A 


11-05-93 

XX UJ 


IIC— A — 

Ub-A- 




25-10-94 




28-05-93 


CA-A- 


^UoooUl 


26-05-93 




tr A 




02-06-93 


EP-A-0395532 


31-10-90 


fr-a- 


2646440 


02-11-90 




FR-A- 


2649410 


11-01-91 






AT-T- 


107963 


15-07-94 






DE-D- 


69010268 


04-08-94 






ES-T- 


2056401 


01-10-94 






JP-A- 


3067599 


22-03-91 






US-A- 


5098832 


24-03-92 
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